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Prevalence and factors associated with biochemical characte- 
rization of mycobacteria species isolated from patients at the 
Regional Hospital João Penido — Minas Gerais 


Ronaldo Rodrigues da Costa!, Thamiris Vilela Pereira?, Romário Costa Fochat?, Marina Oliveira Fajardo, Marcio 
Roberto Silva!, Adalgiza da Silva Rocha”, Andrea Padilha de Alencar, Paulo Rogério Ferreti Bonan” 


RESUMO 


Introdução: A Síndrome da Imunodeficiência Humana Adquirida (HIV) tem ocasionado o 
aumento da incidência de tuberculose e de doenças por micobactérias não tuberculosas 
(MNT), principalmente as causadas pelo complexo Mycobacterium avium. Objetivos: Veri- 
ficar a prevalência de espécies de micobactérias isoladas de pacientes do Hospital Regio- 
nal João Penido (HRJP) e avaliar possíveis variáveis explicativas associadas à caracteriza- 
ção bioquímica dessas micobactérias. Métodos: Trata-se de uma análise retrospectiva dos 
laudos de culturas de micobactérias de pacientes assistidos no HRJP (março de 2008 a fe- 
vereiro de 2010). Foram incluídos todos os indivíduos que tiveram a espécie de micobacté- 
ria identificada por métodos bioquímicos (Laboratório Nacional Agropecuário/LANAGRO) 
e/ou moleculares (Laboratório de Biologia Molecular Aplicada a Micobactérias/Fiocruz). 
As possíveis variáveis explicativas analisadas para a caracterização bioquímica dessas 
micobactérias foram: “Tipo de entrada no serviço”, “Forma clínica”, “Diagnóstico presunti- 
vo”, “Meio de crescimento”, “Esquema de tratamento utilizado”, “Diagnóstico sorológico de 
HIV” e o “Número de dias de tratamento antibiótico até a coleta da amostra”. Para realizar 
a análise estatística descritiva e os testes univariados e multivariados de regressão logística 
foi utilizado o software Epi Info. Resultados: Foi verificada maior prevalência de infecções 
por Mycobacterium tuberculosis (97,1%), seguida de Mycobacterium avium (1,2%), Myco- 
bacterium avium-Mycobacterium tuberculosis (1,2%) e Mycobacterium bovis-Mycobacterium 
tuberculosis (0,6%). “Esquema de tratamento utilizado”, “Tipo de entrada no serviço” e 
“Dias de tratamento até a coleta da amostra” apresentaram influência na caracterização 
bioquímica. Conclusões: Os achados evidenciaram a presença de MNT nas infecções e 
indicam a necessidade de observar o tratamento prévio dos pacientes. 


Palavras-chave: HIV; Infecções por Micobactéria não Tuberculosa; Tuberculose. 


ABSTRACT 


Introduction: Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) has caused the increased 
incidence of tuberculosis and nontuberculous mycobacteria diseases (NTM), mainly 
caused by Mycobacterium avium. Objectives: To determine the prevalence of species of 
mycobacteria isolated from Regional Hospital João Penido/FHEMIG patients and evaluate 
possible variables associated with mycobacteria biochemical characterization. Methods: 
This is a retrospective analysis of mycobacterial cultures reports of patients attended at 
the HRJP (March 2008 to February 2010). Individuals who had the mycobacteria specie 
identified by biochemical methods (National Agriculture Laboratory / LANAGRO) and / or 
molecular methods (Mycobacteria Applied Molecular Biology Laboratory / Fiocruz) were 
included. Possible variables associated with the biochemical characterization of mycobac- 
teria analysed were: “Input type into service”, “Clinical form”, “Presumptive diagnosis”, 
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“Growth medium”, “Treatment Regimen Used”, “Serologi- 
cal diagnosis of HIV” and “Days ofantibiotic treatment 
before sample collection”. The software Epi Info was 
used to perform descriptive statistics and univariate/mul- 
tivariate logistic regression tests. Results: It was found 

a higher prevalence ofinfections with Mycobacterium 
tuberculosis (97.1%), followed by Mycobacterium avium 
(1.2%), Mycobacterium avium-Mycobacterium tubercu- 
losis (1.2%) and Mycobacterium bovis-Mycobacterium 


» q 


tuberculosis (0,6%). “Treatment Regimen Used”, “Input 
type into service” and “Days ofantibiotic treatment before 
sample collection” had influence on biochemical charac- 
terization. Conclusions: The results show the presence 

of NTM in infections and indicate the need to observe the 
patients previous treatment. 


Key words: HIV; Mycobacterium Infections, Nontubercu- 
lous; Tuberculosis. 


INTRODUÇÃO 


A microscopia direta de bacilos álcoolácido resis- 
tentes (BAAR), coloração de Zieh-Nielsen, é um método 
rápido e barato empregado no diagnóstico da tubercu- 
lose (TB). Pela segurança e simplicidade, deve ser rea- 
lizado por todo laboratório público de saúde. É consi- 
derada a técnica mais empregada no meio laboratorial, 
apesar da reduzida sensibilidade e especificidade.!* 

A cultura é um método de maior especificidade 
e sensibilidade no diagnóstico da TB. Em casos pul- 
monares com baciloscopia negativa, a cultura do es- 
carro pode aumentar em até 30% a possibilidade do 
diagnóstico bacteriológico.” Contudo, mesmo sendo 
o padrão ouro, essa técnica apresenta a desvanta- 
gem de requerer mais de três semanas para liberação 
de um resultado definitivo. 

O aumento da prevalência de infecções pelo Ví- 
rus da Imunodeficiência Humana (HIV)/Síndrome da 
Imunodeficiência Adquirida (AIDS) está relacionado 
com o aumento das taxas globais de incidência da TB 
e éo principal responsável pelo aumento da incidên- 
cia de doenças por micobactérias não tuberculosas 
(MNT), principalmente as causadas pelo comple- 
xo Mycobacterium avium. Devido à baixa virulência 
dessa espécie, sua patogenicidade está correlaciona- 
da a maior deficiência imunológica do hospedeiro.2” 

Entre os meios de cultura sólidos, o Lowenstein- 
-Jensen (LJ) ou Ogawa-Kudoh são os mais utilizados e 
permitem uma leitura quantitativa através da contagem 
do número de colônias. Entretanto, esses meios preju- 
dicam o isolamento de algumas micobactérias, como 
Mycobacterium bovis.* A ausência de piruvato é prejudi- 
cial para o isolamento primário deste microrganismo. 


Os métodos moleculares, como Polymerase Chain 
Reaction (PCR), também desempenham importante 
papel no diagnóstico diferencial da TB, apresentan- 
do sensibilidade semelhante à da cultura, com menor 
tempo de realização (24 horas).º 

Os objetivos do presente estudo foram: a) deter- 
minar a prevalência de espécies de micobactérias 
(identificadas por métodos moleculares e bioquí- 
micos) isoladas de pacientes atendidos no Hospital 
Regional João Penido (HRJP) - Juiz de Fora/MG; b) 
avaliar possíveis variáveis explicativas associadas à 
caracterização bioquímica dessas micobactérias. 


MÉTODOS 


Foi realizada uma análise retrospectiva de laudos 
do HRJP emitidos no período compreendido entre 
março de 2008 a fevereiro de 2010. Como critérios 
de inclusão foram considerados todos os pacientes 
com TB, que tiveram a espécie de micobactéria iden- 
tificada por métodos bioquímicos e/ou moleculares. 
O HRJP, da Fundação Hospitalar do Estado de Minas 
Gerais (FHEMIG), é uma referência para o tratamento 
da TB na macrorregião da Zona da Mata Mineira. 

Os materiais biológicos dos pacientes suspeitos 
de TB foram processados, previamente ao cultivo, 
utilizando técnicas de descontaminação (Método de 
DARZINS).! Posteriormente, semeados em meio LJ e 
Stonebrink (SB) foram observados durante o 7º, 30º, 
45º e 60º dias de incubação a 36,5ºC. Após 60 dias, 
os meios que não apresentaram crescimento de co- 
lônias características foram considerados negativos 
para micobactérias. 

Os cultivos de LJ e SB que apresentaram o desenvol- 
vimento de colônias características de micobactérias 
foram submetidos à caracterização clássica (bioqui- 
mica e fenotípica) no Laboratório Nacional Agropecu- 
ário (LANAGRO), localizado em Pedro Leopoldo/MG, 
o qual é referência nacional no estudo de TB bovina. 
À caracterização molecular dos isolados foi realizada 
no Laboratório de Biologia Molecular Aplicada a Mico- 
bactérias, Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz).! 

Em relação à caracterização clássica de micobac- 
térias, dentre as características de cultivo, foram ob- 
servadas a morfologia colonial e o tipo de crescimen- 
to.? Para a identificação bioquímica foram realizadas 
provas como catalase à temperatura ambiente, cata- 
lase à 68ºC, niacina, nitrato, pirazinamidase, ureia e 
perfil de sensibilidade a fármacos.! 
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As possíveis variáveis explicativas analisadas 
para a caracterização bioquímica dessas micobacté- 
rias foram: “Tipo de entrada no serviço”, “Forma clíni- 
ca”, “Diagnóstico presuntivo”, “Meio de crescimento”, 
“Esquema de tratamento utilizado”, “Diagnóstico so- 
rológico de HIV” e o “Número de dias de tratamento 
antibiótico até a coleta da amostra”. 

Foi realizada a análise estatística descritiva dos 
resultados de micobactérias. Modelos univariados e 
multivariados de regressão logística foram empregados 
para avaliação de possíveis fatores associados à con- 
clusão de diagnósticos de micobactérias por caracte- 
rização bioquímica. Quanto às análises univariadas, 
diferenças de proporção foram verificadas por meio do 
teste de qui-quadrado, sendo fixado o nível de signifi- 
cância de 0,05. A estimativa da magnitude das associa- 
ções foi feita por meio da odds ratio (OR) com intervalo 
de confiança de 95%. Todas as análises estatísticas fo- 
ram realizadas com o auxílio do software Epi Info. 

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
da Fundação Hospitalar do Estado de Minas Gerais 
(CEP/FHEMIG) sob o registro nº 055/2011. 


RESULTADOS 


O presente estudo analisou o resultado de 175 cul- 
turas de amostras positivas para micobactérias, das 
quais 157 (89,7%) foram submetidas a testes bioquí- 
micos e moleculares. Dessas últimas amostras, 117 


(74,5%) foram caracterizadas por ambos os testes, 21 
(13,3%) foram caracterizadas por testes moleculares 
e 19 (12,1%) por testes bioquímicos. Dentre as 175 cul- 
turas, foram relatadas 18 (10,3%) contaminadas, sen- 
do que destas, 13 (72,2%) tiveram a caracterização 
conclusiva realizada por biologia molecular. 

A caracterização conjunta (bioquímica e/ou mole- 
cular) permitiu identificar em 170 (97,1%) pacientes a 
infecção por Mycobacterium tuberculosis, 1 (0,6%) pre- 
sença de Mycobacterium bovis-Mycobacterium tubercu- 
losis, 2 (1,2%) Mycobacterium avium e 2 (1,2%) Myco- 
bacterium avium-Mycobacterium tuberculosis. A amostra 
identificada com a infecção conjunta por M. bovis e M. 
tuberculosis teve o crescimento somente em meio SB e 
a caracterização foi apenas por métodos bioquímicos. 

Os resultados da análise univariada com pos- 
síveis variáveis explicativas para a caracterização 
bioquímica encontram-se na Tabela 1. As variáveis 
“Forma clínica”, “Diagnóstico presuntivo”, “Meio de 
crescimento da amostra analisada” e “Diagnóstico 
sorológico para HIV” não foram associados com a 
caracterização bioquímica (p>0,05). Ao passo que as 
variáveis “Tipo de entrada no serviço”, “Esquema de 
tratamento utilizado” e “Número de dias de tratamen- 
to até a coleta da amostra”, isoladamente, tiveram as- 
sociação (p<0,05) com a caracterização bioquímica. 
Pacientes casos novos com tratamento no esquema | 
básico tiveram mais chances de caracterização pelo 
método bioquímico em comparação com os pacien- 
tes do grupo reingresso após abandono/recidivas 
(OR = 3,79; 1C95%: 1,38 — 10,39). 


Tabela 1 - Análise univariada da caracterização bioquímica de micobactérias e variáveis relacionadas de pacien- 
tes atendidos no Hospital Regional João Penido — Minas Gerais, no periodo março de 2008 a fevereiro de 2010 


Variáveis Total 


Tipo de entrada no serviço 


Caso novo 127 
Recidiva/Reingresso após abandono 25 
Forma clínica 

Pulmonar 148 
Extrapulmonar/Pulmonar e extrapulmonar 8 


Diagnóstico presuntivo 

Baciloscopia positiva 136 
Baciloscopia negativa 20 
Diagnóstico sorológico para HIV 

Positivo 24 


Negativo 66 
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= p-valor** 
Positivo % OR (1C95%)* 
113 89,0 3,19 (1,38-10,39) 
<0,01 
17 68,0 1 
127 85,8 2,01 (0,38-10,66) = 
6 75,0 1 É 
114 83,8 1 
0,21 
19 95,0 3,66 (0,46-28,77) 
20 833 1 
0,31 
60 90,9 2,00 (0,51-7,81) 
Continua... 
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Tabela 1 - Análise univariada da caracterização bioquímica de micobactérias e variáveis relacionadas de pacien- 
tes atendidos no Hospital Regional João Penido - Minas Gerais, no periodo março de 2008 a fevereiro de 2010 


Variáveis Total 
Esquema de tratamento utilizado 
Esquema | — básico 125 
Recidiva/Reingresso - Esquema | — básico 7 
Falência/Esquema | reforçado 6 
Meio de crescimento da amostra analisada 
Lôwenstein-Jensen 84 
Stonebrink 72 
Dias de tratamento até a coleta da amostra 
Mais de um mês de tratamento (31-343) 28 
Até um mês de tratamento (1-30) 23 
Nenhum dia 98 


Caracterização bioquímica 


E p-valor** 
Positivo % OR (1C95%)* 
112 89,6 1 
0,03 
12 70,6 0,27 (0,08-0,91) 
2 333 0,05 (0,01-0,34) <0,01 
69 82,1 1 
0,23 
64 82,9 0,57 (0,22-1,44) 
19 67,9 1 
0,12 
20 87,0 3,15 (0,74-13,45) 
89 90,8 4,68 (1,64-13,36) <0,01 


*Odds ratio (OR) com intervalo de confiança de 95% (1C95%). **Teste de qui-quadrado com o nível de significância de 0,05. 


À partir dos resultados obtidos, foi estabelecida uma 
variável estratificada que levasse em conta caracterís- 
ticas comuns as três variáveis que apresentaram asso- 
ciação significativa, sendo denominada “A) Esquema 
de tratamento estratificado por dias de tratamento”. Esta 
variável teve associação (p<0,05) com a caracterização 
bioquímica. O grupo de falência ou usando o esquema 
I reforçado teve 19,55 vezes (1C95%: 3,13 — 121,87) mais 
chances de resultados inconclusivos na bioquímica em 
relação aos pacientes que não tiveram nenhum trata- 
mento até a coleta da amostra (Tabela 2). 

Como verificado nos dois grupos Recidiva/Rein- 
gresso — Esquema I que, aparentemente, dias de trata- 
mento não era o fator principal interferindo na carac- 


terização bioquímica (p>0,05), esses grupos foram 
unificados. Com o mesmo raciocínio, os grupos sem 
tratamento e Esquema I (até 10 dias de tratamento) 
também foram agrupados. A variável resultante des- 
ta simplificação “B) Esquema de tratamento estrati- 
ficado por dias de tratamento simplificado” também 
apresentou associação (p<0,05) com a caracteriza- 
ção bioquímica. Os grupos Recidiva/Reingresso — Es- 
quema I e Falência/Esquema I reforçado apresenta- 
ram, respectivamente, 4,25 (1C95%: 1,24-14,52) e 20,40 
(1C95%: 3,31-125,45) vezes mais chances de resulta- 
dos inconclusivos na caracterização bioquímica em 
relação ao grupo Sem tratamento/Esquema I (até 10 
dias de tratamento) (Tabela 2). 


Tabela 2- Análise univariada estratificada da caracterização bioquímica de micobactérias e variáveis relacionadas de 
pacientes atendidos no Hospital Regional João Penido — Minas Gerais, no periodo março de 2008 a fevereiro de 2010 


Variáveis 
A) Esquema de tratamento estratificado por dias de tratamento 
Sem tratamento 
Esquema | (até 10 dias de tratamento) 
Esquema | em andamento (de 11 a 180 dias de tratamento) 
Recidiva/Reingresso - Esquema | (11 a 180 dias de tratamento) 
Recidiva/Reingresso - Esquema | (de 181 a 343 dias de tratamento) 


Falência/Esquema | reforçado (de 30 a 222 dias de tratamento) 


B) Esquema de tratamento estratificado por dias de tratamento simplificado 


Sem tratamento/Esquema | (até 10 dias de tratamento) 
Esquema | em andamento (11 a 180 dias de tratamento) 
Recidiva/Reingresso - Esquema | (11 a 343 dias de tratamento) 


Falência/Esquema | reforçado (de 30 a 222 dias de tratamento) 


Total Negativo % OR (1C95%)* p-valor** 

97 9 93 1 

15 1 6,7 0,69 (0,08-5,94) 0,74 
13 3 Pes 2,93 (0,68-12,64) 0,14 
n 3 21,3 3,66 (0,82-16,32 0,08 
6 z 338 4,88 (0,78-30,49) 0,08 
6 4 66,7 19,55 (3,13-121,87) <0,01 

NA 10 8,9 1 

13 3 23,1 3,06 (0,72-1,29) 0,12 
17 5 29,4 4,25 (1,24-14,52) 0,02 
6 4 66,7 20,40 (3,31-125,45) <0,01 


*Odds ratio (OR) com intervalo de confiança de 95% (1C95%). **Teste de qui-quadrado com o nível de significância de 0,05. 
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DISCUSSÃO 


À caracterização conjunta (bioquímica e/ou mo- 
lecular) demonstrou que a maioria das micobacté- 
rias foi identificada como M. tuberculosis. No entanto, 
é importante considerar o achado de M. bovis em 
uma amostra e de M. avium em quatro. Nessas amos- 
tras com MNT, três eram provenientes de pacientes 
HIV positivos. Esses resultados estão de acordo com 
o estudo de Froes e colaboradores,” no qual incluiu 
66 pacientes, sendo 62 (94,0%) infectados por M. tu- 
berculosis e 4 (6,0%) por MNT. 

Seiscento et al.!º consideram que a doença pulmo- 
nar relacionada às MNT é subestimada e em muitos 
casos recebem tratamento como TB. Esta hipótese 
apoia-se no fato de não ser rotineira a identificação 
das micobactérias e o esquema terapêutico utilizado 
para o tratamento da TB apresentar eficácia parcial 
para as MNT. As evidências de envolvimento de MNT 
com os pacientes imunodeprimidos alertam os servi- 
ços de atendimento dos pacientes infectados por HIV/ 
AIDS da importância de solicitar a caracterização 
micobacteriana, além do cultivo. A pesquisa direcio- 
nada às micobacterioses pode facilitar a escolha da 
terapia mais adequada para este grupo populacional, 
considerado com prognóstico desfavorável às MNT, 
mesmo com o avanço dos antirretrovirais. 

Foi observada uma associação estatisticamente 
significativa entre o esquema de tratamento antibióti- 
co utilizado, dias de tratamento e tipo de entrada no 
serviço com a caracterização bioquímica. Possivel- 
mente, o antibiótico usado no tratamento e a situação 
de entrada no serviço (reingresso após abandono/reci- 
diva, falência) interferem na caracterização bioquími- 
ca, por alterar o metabolismo das micobactérias. Essas 
situações devem ser avaliadas de forma criteriosa pe- 
los especialistas de saúde e pelos setores de diagnósti- 
co bioquímico e fenotípico de micobactérias. 


CONCLUSÃO 


O presente estudo verificou a maior prevalência de 
M. tuberculosis em amostras de pacientes atendidos 
no HRJP, no entanto, a caracterização de M. avium e 
M. bovis indica a presença de MNT nas infecções. 

As variáveis explicativas relacionadas com a ca- 
racterização bioquímica revelaram as interferências 
do esquema antibiótico utilizado, do tipo de entrada 
no serviço (caso novo ou recidivo) e do tempo de tra- 
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tamento até a coleta da amostra. Esses achados po- 
dem contribuir para o estabelecimento de protocolos 
da caracterização bioquímica de micobactérias que 
levem em consideração a situação prévia de trata- 
mento do paciente. 
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